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…zet: BatÝ Anadolu endemiklerinden Thymus sipyleus Boiss, (Lamiaceae) Õun In vitro •oÛaltÝlmasÝ
araßtÝrÝlmÝßtÝr. Sterilize edilmiß bitki tohumlarÝ modifiye edilmiß Murashige-Skoog besi ortamÝ (mMS)
ve Heller besi ortamlarÝnda •imlendirilmißlerdir. Daha sonra 0.4 mg/l (NAA) Naftalenasetik asit ve 3
mg/l Benziladenin (BA) ilaveli Murashige-Skoog temel ortamÝna aktarÝlan fideler ortamla temas ettikleri
noktalardan kallus olußturmußlardÝr. Yine aynÝ ortamda rejenere olan bitkicikler, 2 hafta sonra •oklu
sŸrgŸn halini almÝß ve 4. alt kŸltŸr sonunda aynÝ ortamda kšklenmißlerdir.
Anahtar SšzcŸkler: Thymus sipyleus, kallogenezis, bitki rejenerasyonu.

In Vitro Propagation of Thymus sipyleus Boiss. (Lamiaceae)
Abstract: In vitro propagation of Thymus sipyleus Boiss. (Lamiaceae), an endemic from western
Anatolia was investigated. Sterilized seeds of the plant were germinated on modified MurashigeÐSkoog
medium (mMS) and HellerÕs nutrient media. Then, seedlings were transferred to MurashigeÐSkoog
basal medium containing 0.4 mg/l Naphtaleneacetic acid, (NAA) and 3 mg/l Benzyladenin (BA) and then
they formed callus where they were in contact with the medium. Plantlets which regenerated on the
same medium formed multiple shoots within 2 weeks and they were rooted after the 4th subculture.
Key Words: Thymus sipyleus, callus formation , plant regeneration.

Giriß
Koruma kavramÝnÝn giderek daha yaygÝn ve etkin bir konum almasÝnÝn sonucu olarak
endemikler bir •ok biyolojik disiplin tarafÝndan inceleme altÝna alÝnmÝßlardÝr. Koßullarda olußan
deÛißimlere yeterince ve hÝzlÝ bi•imde uyarlanamayÝßÝn getirdiÛi bir durum olarak endemik
bitkiler sÝnÝrlÝ alanlarda ve šzgŸn habitatlarda yaßama ßansÝ bulabilmektedirler. Nadirlikleri ve
i•ermeleri olasÝ •eßitli šnemli kimyasallar nedeniyle bu tip bitkiler i•in alternatif •oÛaltÝlma
sŸre•lerinin belirlenmesi šnem arzeden bir konumdadÝr. Thymus sipyleus Boiss. Anadolu insanÝ
tarafÝndan tÝbbi ve besin ama•lÝ olarak (baharat) kullanÝlagelmektedir. Ek olarak bu tŸrŸn ÔÕsitralÕÕ
adÝ verilen u•ucu yaÛ a•ÝsÝndan da uygun bir kaynak olduÛu belirtilmektedir (1). Sitral, koku
verici olarak kullanÝldÝktan baßka A vitamini sentezinde baßlangÝ• maddesi olarak da yer
almaktadÝr. AyrÝca son yÝllarda hazÝrlanan yerinde (in situ) koruma raporlarÝna (2) gšre Thymus
L. cinsi TŸrkiyenin en šnemli ekonomik bitki gruplarÝ arasÝnda sayÝlmaktadÝr.
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Bu •alÝßmada TŸrkiyenin ekonomik šneme sahip endemik bitkilerinden biri olan Thymus
sipyleus Boiss. tŸrŸnŸn In vitro •oÛaltÝlmasÝ i•in bir prosedŸr belirlenmesi ve bunun aynÝ tŸr
Ÿzerine gelecekte yapÝlacak •alÝßmalara katkÝ saÛlamasÝ ama•lanmÝßtÝr.
Materyal ve Yšntem
‚alÝßma materyalimiz olan Thymus sipyleus Boiss. Manisa ili sÝnÝrlarÝ i•indeki Spil DaÛÕÝndan,
850 m. yŸkseklikten toplanmÝßtÝr.
Bitkinin šncelikle tohumlarÝ, yaprak ve yaprak saplarÝ explant olarak kullanÝlmÝßtÝr. …te
yandan, In vitro •imlenen tohumlardan elde edilen bitkiciklerin sŸrgŸnleri de deneme materyali
olarak deÛerlendirilmißtir. KullanÝlan tohumlarÝn bir kÝsmÝ Ege †niversitesi Fen FakŸltesi Biyoloji
BšlŸmŸ Botanik Bah•esi tohum kolleksiyonundan saÛlanmÝßtÝr.
Saf su ile 3 kez yÝkanan tohumlar sÝrasÝyla steril saf su, % 4.5 Sodyum hipoklorit •šzeltisi ve
% 70 etanol i•inde 10 dakika tutularak sterilize edilmißlerdir. Son adÝmda steril distile suda
yÝkanÝp yine steril kurutma kaÛÝtlarÝ arasÝnda kurutulmußlardÝr.
DoÛal ortamlarÝndan alÝnan yaprak ve yaprak sapÝ explantlarÝnÝn (~1 cm. boyutlarÝnda)
sterilizasyonu % 4.5 sodyumhipoklorit •šzeltisinde 10 dakika, %10 luk sodyumhipoklorit
•šzeltisinde 8, 9, ve 10 dakikalÝk sŸrelerde aynÝ sterilizasyon serilerinde 1 damla Tween 80
(deterjan) ilavesi ile denenerek ger•ekleßtirilmißtir.
Denemelerde kullanÝlan tŸm ara•lar ve ortamlar 121 °CÕde 1.4 atm. basÝn• altÝnda 15 dakika
sŸre ile otoklavda steril edilmißtir.

In vitro •imlenme •alÝßmalarÝnda temel besi ortamÝ olan Murashige-Skoog (MS) besi ortamÝ
(3), Saez ve arkadaßlarÝnÝn •alÝßmalarÝnda olduÛu gibi (4) bitkinin doÛal yayÝlÝß alanlarÝndaki
toprak yapÝsÝ ve madde isteklerine gšre modifiye edilmißtir (mMS no.1 ve mMS no.2) (Tablo 1).
AyrÝca Heller (5) besi ortamÝ da •imlenme ortamÝ olarak kullanÝlmÝßtÝr.
Kallus eldesi i•in 2 mg/l NAA, 2 mg/l BA ilaveli modifiye MS (mMS no.2) ortamÝ ve 0.4 mg/l
NAA, 3 mg/l BA ilaveli MS temel ortamÝ kullanÝlmÝßtÝr. Elde edilen kalluslar 0.4 mg/l NAA, 3 mg/l
BA eklenmiß MS temel ortamÝnda rejenere olmußlardÝr. Rejenerantlar 2 hafta sonra •oklu sŸrgŸn
halini almÝß ve 4. alt kŸltŸrŸn sonunda aynÝ ortamda kšklenmißlerdir.
TŸm ortamlara 7 g/l agar, 30 g/l sakkaroz ilave edilmiß ve pH 5.8Ôe ayarlanmÝßtÝr.
‚imlenme denemeleri 27 ± 2 °CÔda karanlÝkta bŸyŸme odasÝnda ger•ekleßtirilmißtir.
Kallogenez ve rejenerasyon denemeleri ise 27 ± 2 °CÔda 16/8 saatlik uzun gŸn periyodunda
bŸyŸme odasÝ koßullarÝnda ger•ekleßtirilmißtir.
Sonu•lar ve TartÝßma
Steril edilen tohumlar laminar akÝmlÝ steril •alÝßma kabininde •imlenme denemelerine
alÝnmÝßlardÝr.
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‚imlenme denemeleri tŸp, erlen ve ma•entalarda ger•ekleßtirilmiß ve mMS no. 1 ve mMS
no. 2 ortamÝnÝn yanÝsÝra eterik yaÛ salgÝlanmasÝ sonucu fidelerin hemen kararmasÝnÝ engelleyen
Heller besi ortamÝ da denenmißtir. 211 tohumun denendiÛi mMS no. 1 ortamÝnda •imlenme %
1 ± 1 oranÝndadÝr, mMS no. 2Õde ise 304 tohum denenmiß ve % 26 ± 6 lÝk •imlenme oranÝ
gšrŸlmŸßtŸr. Heller ortamÝ i•in •imlenme sonu•larÝ erlende 160 tohumla % 4 ± 1, tŸpte 50
tohumla % 14 ± 2, ma•entada ise 50 tohumla % 12 ± 2 olarak ger•ekleßmißtir (Tablo 2).
Bu sonu•larla Thymus sipyleusÔta en iyi •imlenmenin mMS no. 2 Ôde ger•ekleßtiÛi, ancak
bitkinin sonraki gelißmesi i•in ise Heller ortamÝnÝn uygun olduÛu gšrŸlmŸßtŸr (Þekil 1). Heller
ortamÝ fenoliklerin salgÝlanmasÝnÝ aza indirgediÛinden Orchis L. ve Digitalis L. tŸrleri i•in ortamÝ
belirleyen Heller tarafÝndan šnerilmektedir. Thymus sipyleusÕunda sekonder metabolit i•ermesi
ve gelißim sŸrecinde bunlarÝ ortama salgÝlamasÝ sonucu kendine toksik etki yapmasÝ Heller besi
ortamÝ kullanÝlarak engellenmeye •alÝßÝlmÝßtÝr.

Tablo 1.

MS temel ortamÝ ile modifiye edilmiß MS ortamlarÝ arasÝndaki organik ve inorganik madde i•eriÛi farklarÝ.

NORGANÜK
NH4NO3
Na3PO4
CaCl2.2H2O
MnSO4.4H2O

MS

mMS no.1

mMS no.2

mg/l
mg/l
mg/l
mg/l

1650
440
22,3

2000
510
220
17

2000
340
660
17

mg/l
mg/l
g/l

0,1
0,5
3

0,5
0,025
30

0,5
0,025
30

ORGANÜK
Tiamin HCL
Nikotinik asit
Sakkaroz

MS: Murashige-Skoog temel ortamÝ.
mMS: Modifiye edilmiß Murashige-Skoog ortamlarÝ.

Tablo 2.
Ortam
mMS no.1
mMS no.2
Heller
Heller
Heller

Tohum sayÝsÝ

% ‚imlenme

Kap tipi

211
304
160
50
50

1±1
26±6
4±1
14±2
12±2

Erlen
Erlen
Erlen
TŸp
Ma•enta

FarklÝ ortamlarda gšrŸlen
•imlenme sonu•larÝ.
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Þekil 1.

Heller ortamÝnda •imlenmiß Thymus sipyleus fideleri.

Thymus sipyleusÕun yaprak ve yaprak saplarÝ 2 mg/l NAA ve 2 mg/l BA ilaveli mMS no. 2
ortamÝnda kallus olußumu i•in denenmiß ancak baßarÝlÝ olunamamÝßtÝr. AynÝ bitkinin In vitro
•imlenmiß fideleri 0.4 mg/l NAA ve 3 mg/l BA ilave edilmiß MS temel ortamÝnda % 100 verimle
kallus vermißlerdir.
Kalluslar saÛlÝksÝz gšrŸnmesine karßÝn aynÝ ortamda alt kŸltŸre alÝnmalarÝ sŸrecinde
rejenerasyon gšrŸlmŸßtŸr. Rejenere olan kšksŸz bitkicikler šnceleri baskÝn sŸrgŸn konumunda
olmasÝna karßÝn aynÝ ortamda alt kŸltŸre alÝndÝk•a •oklu sŸrgŸn gelißtirmißlerdir. Ancak bu
bitkicikler 2 haftadan fazla alt kŸltŸrde bekletildiklerinde kararmÝßlardÝr (Þekil 2). Thymus
sipyleus rejenerantlarÝ 4. alt kŸltŸrden sonra aynÝ ortamda kšklenmißlerdir.
YŸksek alanlarda yayÝlÝß gšsteren bitkilerde bazÝ morfolojik ve fizyolojik deÛißiklikler
gšzlenebilir (6). YŸksek yerlerde yaßayan kara bitkileri deniz yŸzeyine yakÝn yerlerde yaßayan
kara bitkilerine gšre mavi ve ultraviole ÝßÝÛÝn daha •ok etkisi altÝnda bulunurlar. Bu durum bazÝ
morfolojik ve fizyolojik šzelliklerin belirleyici etkeni olabilir. Klein (7) ultravioleÕnin bitki
bŸyŸmesine etkisini ve bŸyŸme maddeleri ile ilißkisini araßtÝrdÝÛÝ •alÝßmasÝnda, U.V.
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Þekil 2.

3 haftalÝk alt kŸltŸrde kararmÝß Thymus sipyleus fideleri.

ÝßÝklandÝrmasÝnÝn hŸcrelerin oksini gerektiÛi ßekilde kullanabilme yeteneklerini etkileyerek,
bŸyŸme modifikasyonu meydana getirdiÛini ileri sŸrmŸßtŸr.
Bizim •alÝßmamÝz sÝrasÝnda, oksin miktarÝ sitokinin miktarÝndan daha az olan ortamda , kallus
ve kšklenme olußumu gšrŸlmesi oksin metabolizmasÝ ile ilgili olabilir. EksplantÝn baßlangÝ•
hormon dŸzeyi alt kŸltŸre alÝnma sŸrecinde artarak istenilen dŸzeye gelmiß olabilir. Bu yŸzden
yŸkseklerde yayÝlÝß gšsteren endemik bitkilerin kŸltŸre alÝndÝÛÝ besi ortamÝnda sitokinin miktarÝ
fazla ise, ortam bileßenlerini deÛißtirmeden alt kŸltŸre almak kallus olußumu, rejenerasyon ve
kšklenme olgularÝnÝ sÝrasÝ ile verebilir.
TeßekkŸr
‚alÝßmamÝzÝ bir doktora projesi olarak destekleyen T†BÜTAK ( TBAG-1190) ve Ege
†niversitesi Fen FakŸltesi Biyoloji BšlŸmŸne teßekkŸrlerimizi sunarÝz.
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